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Abstract of DE1 0235237 

An in vitro method for preparing homologous 
heart valves (A), is new. An in vitro method for 
preparing homologous heart valves (A) 
comprises: (a) preparation of a biodegradable 
carrier (scaffold); (b) seeding the carrier with 
homologous fibroblasts and/or myofibroblasts to 
form a connective tissue matrix; (c) optionally 
seeding the matrix with endothelial cells and (d) 
fixing the matrix to a framework (stent) that is not 
(easily) degraded. The matrix, before and/or after 
fixing, is introduced into a pulsatile flow chamber 
and the flow rate in the chamber increased (dis) 
continuously. Independent claims are also 
included for: (1) similar method in which the 
carrier and stent are fixed together before 
seeding with cells; (2) autologous heart valves 
prepared by the method; and (3) autologous 
heart valves having a connective tissue inner 
structure, surrounded by a layer of endothelial 
cells and fixed to a stent. 
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Beschreibung 

[0001 ] Jedes Jahr versterben alleine in den USA ca. 
20.000 Patienten an den Folgen einer Herzklappen- 
dysfunktion, und mehr als 60.000 Patienten sind we- 
gen einer bereits erkannten Dysfunktion gezwungen, 
ein oder mehrere Herzklappen operativ ersetzen zu 
lassen. Als Ersatz fur die eigene Herzklappe kommen 
entweder mechanische Oder biologische Klappen- 
prothesen (Xenografts) in Frage, seltener werden 
kryopreservierte oder glutaraldehydfixierte Homo- 
grafts verwendet. 

Stand derTechnik 

[0002] Mechanische Klappenprothesen fuhren je- 
doch oft zu Fremdkorperreaktionen mit thromboem- 
bolischen Komplikationen, die durch die mit der 
kunstlichen Herzklappe veranderten Stromungsver- 
haltnisse im Herzen begunstigt werden. Daher ist 
eine lebenslange Antikoagulation des betroffenen 
Patienten erforderlich, die zu einer permanent erhoh- 
ten Blutungsgefahr fuhrt. Eine weitere, oft lebensbe- 
drohliche Komplikation bei Patienten mit einer me- 
chanischen Herzklappe sind Infektionen. 
[0003] Bei den Xenografts handelt es sich meistens 
urn Schweineklappen, die mit Glutaraldehyd behan- 
delt sind. Schweineklappenprothesen konnen mit gu- 
ten Ergebnissen bei alteren Patienten eingesetzt 
werden, neigen aber zur Degeneration nach nur ca. 
12 bis 15 Jahren, so dass sie fur junge Leute in der 
Regel nicht in Frage kommen. Weiterhin besteht bei 
Schweineklappenprothesen im Vergleich zum gesun- 
den Herzen eine erhohte Infektionsgefahr. Daruber 
hinaus neigen Schweineklappen zur Kalzifizierung, 
weshalb sie zum Einsatz bei Kindern und jungen Leu- 
ten, die einen erhohten Calciumstoffwechsel aufwei- 
sen, ungeeignetsind. SchiieRlich stellen sie ebenfalls 
korperfremdes Gewebe dar, das mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit vom korpereigenen Immunsys- 
tem als fremd erkannt wird und damit adversive Im- 
munprozesse ausldsen kann. 
[0004] Als dritte Moglichkelt stehen Homografts; d. 
h. aus humanen Spendern isolierte, fixierte Herzklap- 
pen, zur Verfugung. Homografts sind zwargegen In- 
fektionen relativ resistent, stellen jedoch ebenfalls 
korperfremdes Gewebe dar, das mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit Immunreaktionen hervorruft. Dar- 
uber hinaus neigen Homografts ebenso wie Schwei- 
neklappenprothesen zur Kalzifizierung und unterlie- 
gen daher einer erheblichen Degeneration, die in der 
Regel eine Reoperation nach 7 bis 12 Jahren erfor- 
derlich macht. Homografts stehen daruber hinaus in 
nur aufierst begrenztem Umfang zur Verfugung. 
[0005] Neben den bereits beschriebenen Nachtei- 
len der bisher als Klappenersatz verwendeten Klap- 
penprothesen, d. h. der Auslosung von Immunreakti- 
onen, der erhohten Infektionsgefahr, der Gefahr 
thromboembolischer Prozesse und der Degenerati- 
onsneigung, ist alien bisher bekannten Klappen ge- 



meinsam, dass sie aus anorganischem Material oder 
fixiertem organischen Material bestehen und ihnen 
daher wichtige Eigenschaften lebender Matrix, z. B. 
die Fahigkeit zu Reparationsprozessen, zur Rekonfi- 
guration Oder zum Wachstum fehlen. Daraus folgt u. 
a., dass bei ktndlichen Klappenpatienten bisher re- 
gelmafiig Reoperationen in Kauf genommen werden 
mussten. Zusatzlich zu dem jeder Herzoperation in- 
harenten Risiko steigt jedoch mit jeder Reoperation 
das Morbiditats- und Mortalitatsrisiko, da durch die 
vorangegangenen Operationen erhebliche Verwach- 
sungen im Thorax auftreten. 
[0006] Es besteht daher ein dringender Bedarf fur 
einen Herzklappenersatz, der die zuvor beschriebe- 
nen Nachteile vermeidet. Zu diesem Zweck ist bereits 
vorgeschlagen worden, kunstliche Herzklappen 
durch Jlssue Engineering" herzustellen. Das „Tissue 
Engineering" befasst sich mit der Entwicklung „biohy- 
brider" Implantate, die im Korper zu Geweben oder 
gar zu ganzen Organsystemen heranwachsen. Auch 
die Herstellung biohybrider Herzklappen in Form von 
einzelnen Klappensegeln ist bereits beschrieben 
worden; die durch Jlssue Engineering" hergestellten 
Herzklappensegel hatten jedoch bisher den Nachteil, 
dass sie inadequate, nicht ausreichende bindegewe- 
bige Strukturen aulwiesen und daher den im Herzen 
herrschenden Stromungsverhaltnissen nach Auflo- 
sung der biodegradablen Tragerstruktur nicht hatten 
standhalten konnen. 

[0007] DE 19919625 beschreibt ein in vitro-Verfah- 
ren zum Herstellen einer homologen Herzklappe. Die 
dort beschriebene Herzklappe baut auf einem biolo- 
gisch abbaubaren Trager auf, der mit homologen Fi- 
broblasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung 
einer bindegewebsahnlichen Matrix inkubiert und 
dann mit Endothelzellen besiedelt wird. Die bindege- 
websahnliche Matrix wird dann anschliefcend zur Ge- 
webereifung in einen Bioreaktor uberfuhrt. Diese 
Herzklappe ist den Stomungsverhaltnissen im 
menschlichen Korper bestens angepasst. Die in DE 
19919625 beschriebene Herzklappe besteht zurii 
Zeitpunkt ihrer Implantation fast vollstandig aus auto- 
logem Zellmaterial, das dann in das Empfangerherz 
eingenaht wird. Ein Nachteil dieser Herzklappe konn- 
te unter Umstanden sein, dass die chirurgische Imp- 
lantation technisch schwierig durchfuhrbar ist. Aulier- 
dem konnte ein Problem entstehen, wenn die Naht 
durch das einzunahende autologe, tissue-engineerte 
Gewebe gefuhrt werden muss. Aufgrund der extrem 
hohen Belastung, der die Herzklappe anschlieliend 
im menschlichen Korper ausgesetzt ist, konnte es im 
Bereich der Naht zu Rissen kommen. 

Aufgabenstellung 

[0008] Aufgabe der Erfindung ist es daher, verbes- 
serte homologe Herzklappen sowie ein Verfahren zu 
ihrer Herstellung zur Verfugung zu stellen. 
[0009] ErfindungsgemaB wird die Aufgabe durch 
ein in vitro-Verfahren zum Herstellen einer homolo- 
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gen Herzklappe gelost, das die folgenden Schritte 
umfasst: 

- Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tra- 
gers (Scaffold), 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibro- 
blasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung 
einer bindegewebigen Matrix, 

- ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit 
Endotheizellen 

- Befestigen der bindegewebigen Matrix auf einer 
nicht oder schwer abbaubaren Rahmenkonstruk- 
tion (Stent), 

wobei die ggfls. mit Endotheizellen besiedelte binde- 
gewebige Matrix vor oder nach der Befestigung auf 
der Rahmenkonstruktion in eine pulsatile Flusskam- 
mer, in der sie steigenden Flussraten ausgesetzt wer- 
den kann, eingebracht wird, und die Flussrate konti- 
nuierlich oder diskontinuierlich erhoht wird. 
[0010] In einem alternativen Verfahren wird eine ho- 
mologe Herzklappe hergestellt durch 

- Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tra- 
gers (Scaffold), der mit einer nichtabbaubaren 
Rahmenkonstruktion (Stent) fest verbunden ist, 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibro- 
blasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung 
einer bindegewebigen Matrix, 

- ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit 
Endotheizellen 

- Einbringen der Rahmenkonstruktion mit der da- 
mit verbundenen bindegewebigen Matrix in eine 
pulsatile Flusskammer, in der sie steigenden 
Flussraten ausgesetzt werden kann, 

- kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhd- 
hen der Flussrate. 

[0011] Mit den erfindungsgemafien Verfahren kon- 
nen homologe Herzklappen hergestellt werden, die 
samtliche Vorteile der aus der DE 1 991 9625 bekann- 
ten Herzklappe aufweisen und uberdies vermeiden, 
dass zum Zeitpunkt der Implantation der Klappe eine 
Naht durch die bindegewebigen Strukturen der Herz- 
klappe gefuhrt werden muss. Sie sind den im Korper 
herrschenden Stomungsverhaltnissen gewachsen 
und einfach chirurgisch implantierbar. 
[0012] Die Verfahren zum Herstellen der erfin- 
dungsgemalien Herzklappe sowie die dadurch her- 
gestellte Herzklappe sollen im Folgenden naher er- 
lautert werden. 

[0013] In der folgenden Beschreibung bedeutet der 
Terminus „Trager" eine azellulare Struktur, die, wie 
unten genauer eriautert wird, entweder aus syntheti- 
schen Fasern oder einem azellularen Bindegewebs- 
gerust gebildet ist. Der Begriff B Matrix" bezeichnet 
eine bindegewebige Struktur, die neben Fibroblasten 
und Myofibroblasten typische Bestandteile einer Ex- 
trazellularmatrix, namlich Kollagen, Elastin und Gly- 
cosaminoglycane enthalt. Mit Matrix bezeichnete 
Strukturen enthalten typischerweise im Abbau begrif- 
fene Tragerbestandteile oder gar keine Tragerbe- 



standteile mehr. 

[0014] Zur Durchfiihrung des erfindungsgemaflen 
Verfahrens wird zunachst ein biologisch abbaubarer 
Trager bereitgestellt. Das Tragermaterial soil dabei 
einerseits eine gewisse Zeitlang stabii sein, urn eine 
ausreichende Besiedlung bzw. Durchdringung mit Fi- 
broblasten und/oder Myofibroblasten zu ermoglichen 
und die Ausbildung einer bindegewebigen Matrix er- 
reichen zu konnen, andererseits innerhalb einer ver- 
tretbaren Zeit, die Idealerweise kleiner ist, als die 
Zeit, die die Bildung der homologen Klappenprothese 
in Anspruch nimmt, insgesamt aufgelost werden kon- 
nen. Es ist bevorzugt, dass der Abbau nach ca. 8 Ta- 
gen beginnt; er soilte in der Regel in weniger als 3 
Monaten, bevorzugt schon nach 4 bis 6 Wochen ab- 
geschlossen sein. 

[0015] Nach Ausbildung einer soliden bindegewebi- 
gen Matrix-Struktur, deren abbaubarer Trager noch 
nicht aufgelost zu sein braucht, wird diese ggfls. mit 
Endotheizellen besiedelt. Nach erfolgter Besiedelung 
wird die bindegewebige Matrix auf eine nicht oder 
schwer abbaubare Rahmenkonstruktion aufge- 
bracht. Alternativ kann jedoch ein bereits mit einer 
Rahmenkonstruktion fest verbundener Trager den 
Besiedelungsschritten unterworfen werden. Die mog- 
lichen alternativen Verfahrensvarianten sollen im Fol- 
genden naher beschrieben werden. 
[0016] In einer Variante des erfindungsgemafcen 
Verfahrens wird der biologisch abbaubare Trager 
(Scaffold) zunachst mit homologen Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer bin- 
degewebigen Matrix besiedelt werden. Anschlieftend 
wird die Matrix ggfls. mit Endotheizellen besiedelt. Er- 
findungsgemafc kann die vorgebildete herzklappena- 
naloge Struktur nun in einem weiteren Verfahrens- 
schritt zur Gewebereifung und Optimierung der ha- 
modynamischen Funktion in eine pulsatile Flusskam- 
mer eingebracht werden, in der sie steigenden Fluss- 
raten ausgesetzt werden kann. Durch kontinuierli- 
ches oder diskontinuierliches Erhohen der Flussrate 
wird sie dabei an die Stromungsverhaltnisse im 
menschlichen Korper adaptiert. Zur weiteren Stabili- 
sierung wird die herzklappenanaloge Struktur auf ei- 
ner biokompatiblen Rahmenkonstruktion aus nicht 
oder schwer abbaubarem Material befestigt, die gg- 
fls. nochmals in die pulsatile Flusskammer eingesetzt 
wird. In dem Fall, dass nach Befestigung auf der Rah- 
menkonstruktion in der Flusskammer an die Stro- 
mungsbedingungen im menschlichen Herzen adap- 
tiert wird, kann die erste Inkubation in der pulsatilen 
Flusskammer ausgetassen werden. Durch diese Ver- 
fahren werden vitale Herzklappenprothesen erhalten, 
die den Stromungsverhaltnissen im menschlichen 
Korper gewachsen sind. 

[0017] In einer alternativen Variante des erfindungs- 
gema&en Verfahrens kann der biologisch abbaubare 
Trager (Scaffold) mit der nicht oder schwer abbauba- 
ren Rahmenkonstruktion (Stent) bereits vor der Be- 
siedelung fest verbunden werden. In einem weiteren 
Schritt wird dann der mit der Rahmenkonstruktion 
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verbundene Trager zur Ausbildung einer bindegewe- 
bigen Matrix mit homologen Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten und anschlieRend ggfls. mit Endo- 
thelzellen besiedelt. Zur Gewebereifung und Opti- 
mierung der hamodynamischen Funktion wird die 
vorgebildete herzklappenanalogen Struktur an- 
schliessend in eine pulsatile Flusskammer einge- 
bracht, in der sie steigenden Flussraten ausgesetzt 
werden kann. Durch kontinuierliches oder diskontinu- 
ierliches Erhohen der Flussrate wird dabei ebenfalls 
eine vitale Herzklappenprothese erhalten, die den 
Stromungsverhaltnissen im menschlichen Korperge- 
wachsen ist. 

[0018] Insgesamt ergeben sich also die folgenden 
Verfahrensvarianten: 

Variante 1 

- Bereitstellen eines Tragers ohne Rahmenkons- 
truktion 

- Besiedeln 

- Adaptieren in einer pulsatilen Flusskammer 

- Befestigen auf einer nicht oder schwer abbauba- 
ren Rahmenkonstruktion (Stent) 

- ggfls. Nachadaptieren der „gestententen" Herz- 
klappe 

Variante 2 

- Bereitstellen eines Tragers ohne Rahmenkons- 
truktion 

- Besiedeln 

- Befestigen auf einer nicht oder schwer abbauba- 
ren Rahmenkonstruktion (Stent) 

- Adaptieren der „gestententen" Herzklappe 

Variante 3 

- Bereitstellen eines Tragers auf einer nicht oder 
schwer abbaubaren Rahmenkonstruktion 

- Besiedeln 

- Adaptieren 

[0019] Bei dem Tragermaterial handelt es sich be- 
vorzugt urn eine aus Polymerfasern aufgebaute 
Struktur, urn eine porose Polymerstruktur oder ein 
azellulares biologisches Gewebe. Geeignete synthe- 
tische Polymere fur diese Verwendung schliefien bi- 
oerodierbare Polymere mit ein, wie z. B. Polyglycol- 
saure (PGA), Polymilchsaure (PLA)'Polyhydroxyal- 
kanoat (PHA) und Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB), 
Polycaprolactone (PLGA), Polycarbonate, Polyami- 
de, Polyanhydride, Polyaminosauren, Polyorthoes- 
ter, Polyacetate, Polycyanoacrylate sowie abbaubare 
Polyurethane und nicht erodierbare Polymere wie 
Polyacrylate, Ethylenvinylacetat-Polymere und ande- 
re substituierte Zelluloseacetate sowie Derivate da- 
von. Polyester werden hierbei bevorzugt 
[0020] Bevorzugte biologisch abbaubare Polymere, 
die aus umfassen Polymere folgender Gruppe aus- 



gewahlt sind: Polyester der Hydroxycarboxysauren, 
Polyanhydride der Dicarboxyester, und Copolymere 
der Hydroxycarboxysauren und der Dicarboxyester. 
[0021] In einer weiteren Ausfuhrungsform besteht 
das Material aus einem synthetischen Polymer aus 
mindestens einem der folgenden Monomere: Glyko- 
lid, Laktid, p-Dioxanon, Caprolacton, Trimethylencar- 
bonat, Butyrolacton. In besonderen Ausfuhrungsfor- 
men wird das Material ausgewahlt aus einer Gruppe 
bestehend aus Polymeren oder Copolymeren von 
Glycolsaure, Milchsaure und Sebacinsaure. Polygly- 
kolsaurepolymere werden hierbei bevorzugt. 
[0022] Diese Polymere konnen sowohl rein als auch 
in Mischungen aus zwei oder mehreren der genann- 
ten Substanzen oder Mischungen dieser Substanzen 
mit weiteren biologisch abbaubaren Polymeren ver- 
wendet werden. In einer bevorzugten Ausfuhrungs- 
form wird ein Mischpolymer aus 85% PGA und 15% 
PLA verwendet. 

[0023] In einer weiteren besonderen Ausfuhrungs- 
form wird der Trager wird aus einem Poly hydroxy a I- 
kanoat (PHA) hergestellt. PHA kann dabei mit einem 
weiteren nichtdegradierbaren Polymer beschichtet 
werden. Ein bevorzugtes Polyhydroxyalkanoat fur 
diese Verwendung degradiert in vivo innerhalb von 
weniger als 9 Monaten, noch bevorzugter in weniger 
als 6 Monaten und am starksten bevorzugt in weniger 
als 3 Monaten. Eine bevorzugte Zusammensetzung 
der Polyhydroxyalkanoate beinhaltet 2-, 3-, 4- oder 
5-Hydroxysauren, z. B. Poly-4-hydroxybutyrate. Wei- 
terhin kann die Zusammensetzung ein Poly-4-hydro- 
xybutyrat-co-3-hydroxybutyrat sowie Kombinationen 
davon beinhalten. Am starksten bevorzugt wird dabei 
Poly-4-hydroxybutyrat. 

[0024] In einer weiteren besonderen Ausfuhrungs- 
form besteht der Trager aus Homopolymeren und 
Copolymeren mit einer beliebigen Kombination fol- 
gender Monomere: 3-Hydroxybutyrate, 3-Hydroxyva- 
lerat, 3-Hydroxypropionat, 2-Hydroxybutyrat, 4-Hy- 
droxybutyrat, 4-Hydroxyvalerat, 3-Hydroxyhexanoat, 
3-Hydroxyheptanoat, 3-Hydroxyoctanoat, 3-Hydro- 
xynonanoat, 3-Hydroxytridecanoat, 3-Hydroxytetra- 
decanoat, 3-Hydroxypentadecanoat, 3-Hydroxyhe- 
xadecanoat, 3-Hydroxyheptadecanoat.und 3-Hydro- 
xyoctadecanoat. 

[0025] Es hat sich als sinnvoll erwiesen, biologisch 
abbaubare Trager mit einer Polymerdichte von ca. 40 
bis 120 mg/cm 3 zu verwenden. Unterhalb von 40 
mg/cm 3 ist das Polymergewebe zu labil, oberhalb von 
120 mg/cm 3 ist das Gewebe zu dicht, urn das Eindrin- 
gen von Fibroblasten innerhalb eines vertretbaren 
Zeitraums zuzulassen. In bevorzugten Ausfiihrungs- 
formen betragtdie Dichte des biologisch abbaubaren 
Tragers 50 bis 80 mg/cm 3 , besonders bevorzugt 70 
mg/cm 3 . In der vorliegenden Erfindung wurde mit gu- 
ten Ergebnissen ein polymerer Trager der Fa. Albany 
International Research, Mensville, MA, USA, mit ei- 
ner Dichte von ca. 70 mg/cm 3 verwendet, sowie ein 
polymerer Trager der Fa. TRANSOME INC., Palm 
Bay, FL. USA. 
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[0026] Die Fasern des Tragers konnen einen Durch- 
messer von 6 bis 20 pm haben, bevorzugt 10 bis 18 
Mm. Es sind jedoch auch Gewebe mit anderen Faser- 
starken denkbar, die jedoch einerseits dem Trager 
eine gewisse Stabilitat verleihen mussen, anderer- 
seits die Besiedelung und Durchdringung des Tra- 
gers mit Fibroblasten oder Myofibroblasten zulassen 
mussen. Fur porose (schwammartige) Polymerfor- 
men haben sich PorengrdGen von 80 - 240 pm als 
gunstig erwiesen. Die Poren konnen durch die soge- 
nannte „Salt-Leaching" Technik erzielt werden, die 
dem Fachmann bekannt ist. 
[0027] Statt eines synthetischen Tragers, wie zuvor 
beschrieben, ist die Verwendung eines azellularen 
Bindegewebsgerustes denkbar. So konnte beispiels- 
weise eine Schweineklappe in ein immunologisch 
neutrales Gewebe umgewandelt werden (Bader et 
al„ Eur. J.-Cardiothorac. Surg. 14, 279, 1998), das 
anschliessend mit homologen Zellen besiedelt wer- 
den konnte. Auch humane.Herzklappen konnen nach 
Neutralisierung wieder besiedelt werden. 
[0028] Der biologisch abbaubare Trager wird zu- 
nachst mit einer Fibroblastenpopulation inkubiert. Bei 
Verwendung homologer Fibroblasten und/oder Myo- 
fibroblasten, d. h. von Fibroblasten und/oder Myofib- 
roblasten aus einem Menschen, aber nicht unbedingt 
dem Patienten, sollte auf gleiche HLA-Typisierung 
geachtet werden. Fibroblastenpopulationen konnen 
dabei z. B. aus peripheren Blutgefaften, sowohl Arte- 
rien als auch Venen, gewonnen werden. Hierzu bietet 
sich insbesondere die Arteria radialis des Unterar- 
mes an, die wegen der arteriellen Doppelversorgung 
des Armes in den meisten Fallen zur schadlosen Ex- 
plantation zur Verfugung steht. Alternativ konnen Ge- 
falSzellen aus BlutgefafJen des Beines, z. B. der Vena 
saphena gewonnen werden. Weiterhin konnen die 
Myofibroblasten und Endothelzellen aus Knochen- 
marks-Vorlauferzellen oder aus pluripotenten 
Stammzellen oder genetisch manipulierten Zellen 
gewonnen werden. 

[0029] Die Zellen konnen beispielsweise aus Ge- 
falifragmenten gewonnen werden, in dem die Gewe- 
bestuckchen zunachst, wie in Zund et al. (Eur. J. Car- 
diothoracSurg. 13,160, 1998) beschrieben, inGewe- 
bebruchstucke zerstuckelt und ca. 1 bis 2 Wochen 
unter normalen Zellkulturbedingungen (37°C, 5 C0 2 , 
95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert werden, bis die Zellen 
auf dem Boden der Kulturschale eine konfluente Zell- 
schicht bilden. Anschlieliend werden sie mehrfachen 
Passagen unterworfen, urn eine von restlichem Ge- 
webematerial freie Zeilkultur zu erhalten. Nach zwei 
bis drei Passagen konnen die gemischten Zellpopu- 
lationen gereinigt werden, in dem sie mit einem fur 
Endothelzellen spezifischen Fluoreszenzmarker 
(Dil-Ac-LDL, von Medical Technologies Inc., Stough- 
ton, MA) inkubiert werden und mittels Durchflufizyto- 
metrie (FACStar Plus, Becton Dickinson) getrennt 
werden. Fluoreszenzmarkierte Zellen sind Endothel- 
zellen, nicht markierte Zellen sind Fibroblasten und 
Myofibroblasten. Diese werden weitere zwei bis drei 



Wochen kultiviert und wahrend dieser Zeit zwei bis 
vier Passagen unterworfen, urn eine ausreichende 
Anzahl an Zellen fur die anschlieliende Besiedelung 
des Tragers zu erhalten. 

[0030] Eine wie beschrieben gereinigte oder jede 
andere reine Fibroblasten/Myofibroblastenkultur 
kann nunmehr zur Besiedelung des Polymertragers 
eingesetzt werden. Dazu werden pro Quadratzenti- 
meter Oberflache des Tragers ca. 10 5 bis 6 * 10 8 Fi- 
broblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt. Un- 
ter .Oberflache" ist in diesem Fall nicht die tatsachli- 
che Oberflache des Polymers, sondern die bei Be- 
trachtung des Tragers von oben in einer Ebene er- 
kennbare Flache gemeint. Oblicherweise wird den Fi- 
broblasten 60 bis 90 min. Zeit gegeben, urn sich an 
den Trager anzuheften. Anschliefiend kann das uber- 
stehende Medium entfernt werden und ein weiteres 
Mai Fibroblastensuspension zugegeben werden. Ide- 
alerweise lasst man jedoch zwischen der ersten und 
zweiten Zugabe von Fibroblastensuspension 2 bis 36 
Stunden, bevorzugt 24 Stunden verstreichen. 
[0031] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemarsen Verfahrens werden dem Trager 
bzw. sich der nach der erstmaligen Fibroblastenzu- 
gabe allmahlich ausbildenden Matrix weitere 3 bis 14 
mal, besonders bevorzugt 5 bis 10 mal Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten zugefiigt. 
[0032] Unter den ublicherweise fur das Zellwachs- 
tum von Fibroblasten verwendeten Bedingungen (z. 
B. 5% C0 2 , Inkubation bei 37°C, steriles Medium) 
entwickelt sich nach ca. ein bis drei Wochen eine so- 
lide bindegewebige Struktur. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird diese Struktur anschliefiend 
mit einer reinen Endotheizell-Suspension inkubiert. 
Die Endothelzellen konnen genauso wie d ie Fibro- 
blasten durch FACS angereichert und anschliefiend 
in mehreren Passagen (bevorzugt 3) expandiert wer- 
den. Auch fur Endothelzellen ist es bevorzugt, die Be- 
siedelung mitjeweils ca. 10 5 bis 5 * 10 8 Endothelzel- 
len mehrfach zu wiederholen, z. B. 3 bis 14 mal. In 
bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die Besiede- 
lung mit Endothelzellen 5 bis 10 mal wiederholt. Zwi- 
schen zwei Besiedelungsschritten sollten mindes- 
tens 60 min., bevorzugt jedoch 2 bis 24 Stunden lie- 
gen. Der Endothelzellbesiedelungsschritt ist jedoch 
optional. 

[0033] Bei den zum Besiedeln des Tragers verwen- 
deten Zellen handelt es sich bevorzugt urn humane 
Zellen. Besonders bevorzugt ist es jedoch, autologe 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten sowie ggfls. 
Endothelzellen zu verwenden. Dazu wird dem Pati- 
enten, dessen Herzklappe ersetzt werden soil, Ge- 
webe z. B. aus einem seiner Gefalie entnommen. 
Wie oben bereits erwahnt, bieten sich dazu die Arte- 
ria radialis sowie die Vena saphena oder Knochen- 
mark an. Die Verwendung der autologen Zellen zur 
Konstruktion der Herzklappe hat den wesentlichen 
Vorteil, dass die Klappe nach Implantation in den Pa- 
tienten kein korperfremdes Gewebe darstellt und so- 
mit Immunreaktionen gegen die kunstliche Herzkiap- 



5/12 

10/09/2004, EAST Version: 1.4.1 



DE 102 35 237 A1 2004.02.12 



pe so gut wie ausgeschlossen erscheinen. 
[0034] Ca. 14 Tage nach der optionalen Zugabe der 
Endothelzetlen lasst sich histologisch und immunhis- 
tochemisch ein Gewebe mit einem superfiziellen Ein- 
zelzellschicht aus Endothelzeilen und einer bindege- 
webigen Grundstruktur nachweisen. 
[0035] In einer bevorzugten Ausfiihrungsform hat 
die bindegewebige Matrix die Form einer Herzklappe 
und ist mit einem breiten bindegewebigen Rand, dem 
sogenannten Nahtring versehen, der auf einer kreis- 
fdrmigen Rahmenkonstruktion fixiert wird. Ein Bei- 
spiel fur eine solche Herzklappe mit Nahtring ist in 
Abb. 1 gezeigt. 

[0036] In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form hat die bindegewebige Matrix die Form eines 
Bandes oder eines Ringes. Diese Ausfuhrungsform 
erfordert einen Nahtring, der mit einer dreizipfeligen 
Stutzstruktur versehen ist, als Rahmenkonstruktion. 
Das Band bzw. der Ring wird dann urn diese dreizip- 
felige Struktur herumgefuhrt. Ein Beispiel fur diese 
Ausfuhrungsform ist in Abb. 3 dargestellt. Der Durch- 
messer der Rahmenkonstruktion ist dabei individuell 
wahlbar und richtet sich nach den anatomischen Er- 
fordernissen des Patienten. 
[0037] Die erfindungsgema&e Rahmenkonstruktion 
(Stent) kann aus verschiedenen Materialien aufge- 
baut sein. Urn dem neu hergestellten Gewebe eine 
moglichst lange Lebensdauer und Festigkeit zu ver- 
leihen, sollte das Material aus nicht abbaubarem bio- 
kompatiblem oder alternativ aus schwer abbaubarem 
biokompatiblem Material aufgebaut sein, z. B. Kar- 
bon, PTFE, Dacron, Metall, PHA, bevorzugt Po- 
ly-3-Hydroxbutyrat (P3HB). „Schwer abbaubar" be- 
deutet dabei eine Abbaudauer von mehr als einem 
Jahr. 

[0038] Die Befestigung der bindegewebigen Matrix 
auf der Rahmenkonstruktion kann durch konventio- 
nelle Nahttechnik erfolgen. In einer Ausfuhrungsform 
kann die Matrix mittels Fibrinkleber auf der Rahmen- 
konstruktion fixiert werden. Besonders bevorzugt er- 
folgt die Befestigung der bindegewebigen Matrix auf 
dem Trager durch konventionelle Nahttechnik in Ver- 
bindung mit Fibrinkleber. Die Form der einzelnen 
Herzklappensegel kann ebenso entweder durch eine 
Naht oder durch Verkleben mit Fibrinkleber stabili- 
siert werden, in dem die uber die Zipfelspitzen in 
Richtung des Kreismittelpunktes umlaufenden Ran- 
der vernaht bzw. verklebt werden. 
[0039] Erfindungsgemafi kann nun in einem weite- 
ren Verfahrensschritt die vorgebildete herzklappena- 
naloge Struktur in eine pulsatile Flusskammer einge- 
bracht werden, in der sie steigenden Flussraten aus- 
gesetzt werden kann. Es wurde festgestellt, dass 
durch eine langsame Adaptation der Flussraten die 
Bildung einer strdmungsbestandigen bindegewebi- 
gen Matrix erreicht werden kann. 
[0040] Zum Durchfuhren des erfindungsgemafien 
Verfahrens eignet sich z. B. der in der DE 19919625 
beschriebene Bioreaktor. 

[0041] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wer- 



den Flussraten zwischen 5 ml/min. und 8000 ml/min., 
bevorzugt zwischen 30 ml/min. und 5000 ml/min., be- 
sonders bevorzugt 50 ml/min. bis 2000 ml/min ver- 
wendet. Die Angaben beziehen sich auf den Fluss 
durch die Klappenprothese. Als anfangliche Flussra- 
te haben sich Flussraten von 50 bis 100 ml/min. als 
geeigneterwiesen. Diese Flussraten werden z. B. mit 
einer Pulsfrequenz von 5 bis 10 Pulsen pro Minute 
durch die Herzklappe geschickt. Die Flussrate wird 
anschlieliend kontinuierlich oder diskontinuierlich auf 
bis zu 5000 ml/min. gesteigert. Gleichzeitig wird die 
Pulsfrequenz auf bis zu 180 Pulse/min. angehoben. 
Bei den angegebenen Daten handelt es sich urn die 
Grenzwerte, die normalerweise nicht uberschritten 
werden. 

[0042] In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die 
Flussrate bis auf 2000 ml/min gesteigert, wahrend die 
Pulsfrequenz auf 70 bis 1 00, bevorzugt 80 Pulse/min. 
angehoben wird. Die Belastung der sich stabilisieren- 
den Herzklappe wird damit nahezu physiologischen 
Verhaltnissen angepasst. Es hat sich als gunstig, 
aber nicht notwendig erwiesen, die Flussrate und die 
Pulsfrequenz jeweils nach ca. 24 bis 48 Stunden zu 
steigern. So kann beispielsweise, ausgehend von ei- 
ner Flussrate von 50 bis 100 ml/min und einer Puls- 
rate von 5 bis 10 Pulsen/min. am Tag 1 des Aufent- 
haltes in der pulsatilen Flusskammer, am Tag 3 eine 
Erhohung auf 300 ml/min bei 20 bis 25 Pulsen/min, 
am Tag 5 auf 700 ml/min. und 35 bis 45 Pulsen/min, 
am Tag 7 auf 1000 ml/min und 50 bis 60 Pulsen/min, 
am Tag 9 auf 1300 ml/min und 70 bis 80 Pulsen/min., 
am Tag 11 auf 1500 ml/min. und ca. 100 Pulsen/min, 
am Tag 13 auf 1750 ml/min und ca. 120 Pulsen/min 
und am Tag 15 auf 2000 ml/min und 140 Pulsen/min 
vorgesehen werden. Je nach zur Verfugung stehen- 
der Zeit, GroBe der Klappe, Gro&e und Alter des Pa- 
tienten etc., kann jedoch eine sehr viel langsamere 
Steigerung der Flussraten sowie der Pulsfrequenz 
oder die Steigerung auf hohere Flussraten und Puls- 
frequenzen sinnvoll sein. 

[0043] In einer Ausfuhrungsform der Erfindung wer- 
den die in der pulsatilen Flusskammer herrschenden 
systemischen Drucke auf 10 bis 240 mmHg einge- 
stellt. Bevorzugt sind systemische Drucke von 60 bis 
140, besonders bevorzugt sind systemische Drucke 
von 80 bis 120 mmHg. 

[0044] Die mittels des erfindungsgemaden Verfah- 
rens hergestellte homologe bzw. autologe Herzklap- 
pe weist gegenuber den herkommlichen mechani- 
schen und biologischen Herzklappen wesentliche 
Vorteile auf. So besteht die erfindungsgemalJe Herz- 
klappe in ihrer bevorzugten Ausfuhrungsform aus au- 
tologen Gewebe, d. h. aus Gewebe des zur Herzklap- 
penoperation anstehenden Patienten, sowie aus ei- 
nem weiter stabilisierenden biokompatiblem Material, 
das als Rahmenkonstruktion verwendet wird. Da- 
durch wird eine Fremdkorperreaktion des Klappen- 
empfangers auf das Implantat vermieden. Die Infek- 
tionsgefahr bei Empfangern einer erfindungsgema- 
fien Herzklappe ist somit erheblich reduziert. Eine 



6/12 



10/09/2004, EAST Version: 1.4.1 



DE102 35 237A1 2004.02.12 



Antikoagulationstherapie ist nicht erforderlich; damit 
entfallt die Gefahr hemorrhagischer Komplikationen. 
Der bei weitem uberzeugendste Vorteil der erfin- 
dungsgemaden Herzklappe ist jedoch die Tatsache, 
dass sie lebendes Gewebe darstellt und daher nach 
Implantation zu permanenter Regeneration und Re- 
paration befahigt ist. Weiterhin vereintdie erfmdungs- 
gemafte Herzklappe in ihrer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform die Vorteile einer vollkommen autologen 
Herzklappenprothese und die sehrguten hamodyna- 
mischen Funktionen synthetischer Herzklappenpro- 
thesen. Letztendlich sind bei erfindungsgema&en 
Herzklappen durch die Verwendung der biokompatib- 
len Rahmenkonstruktion auch bei langerer Verwen- 
dung deutlich weniger degenerative Veranderungen 
und/oder Dysfunktionen zu erwarten, was die Le- 
bensdauer der Herzklappe deutlich erhoht und damit 
das Risiko einer Reoperation deutlich heruntersetzt. 
[0045] Die erfindungsgemafie Herzklappe enthalt 
eine bindegewebige innere Struktur, die neben Fibro- 
blasten und Myofibroblasten im Wesentlichen Be- 
standteile einer normalen extrazellularen Matrix, 
namlich Kollagen, Elastin und Glycosaminoglykane 
enthalt. Damit weisen die erfindungsgemaften Klap- 
pen einen der nativen Klappe bzw. dem nativen Klap- 
pensegel entsprechenden Anteil an Kollagen 
(26-60%), Elastin (2-15%) und Glycosaminoglyca- 
nen auf. Diese auf einem biologisch abbaubaren Tra- 
ger (Scaffold) aufgebaute und mit Endothelzellen be- 
siedelte bindegewebige innere Struktur wird durch 
eine biokompatible Rahmenkonstruktion weiter stabi- 
iisiert. Die Befestigung der bindegewebigen Struktur 
auf der btokompatiblen Rahmenkonstruktion erfolgt 
wie oben beschrieben. Eine solche Herzklappenpro- 
these vereint in sich die Vorteile einer autologen 
Herzklappenprothese und die sehr gute chirurgische 
Implantierbarkeit und Funktion synthetischer Herz- 
klappenprothesen. 

[0046] Es konnte gezeigt werden, dass die erfin- 
dungsgemaflen Herzklappen Flussraten von mehr 
als 2000 ml/min., entsprechend den in einem erwach- 
senen Humanherzen herrschenden Flussverhaltnis- 
sen, standhalten. Somit kann erfindungsgemafi eine 
autologe Herzklappe zur Verfugung gestellt werden, 
die bedingungslos zur Implantation in kindliche wie 
auch erwachsene Patienten geeignet ist. 

Ausfiihrungsbeispiel 

[0047] Die folgenden Abbildungen und Beispiele er- 
lautern die Erfindung. 

[0048] Abb. 1 zeigt einen aus einem Polymer vor- 
gebildeten Trager (s. Stern) mit Nahtring (s. Pfeil) 
nach Besiedelung mit Fibroblasten/Myofibroblasten 
und Endothelzellen. 

[0049] Abb. 2 zeigt eine rohrenformige besiedelte 
Matrix, aus der Ringe von 3,5 cm Breite geschnitten 
werden konnen, die urn die in Abb. 3 gezeigte Rah- 
menkonstruktion gelegt werden. 
[0050] Abb. 3 zeigt eine schematische Darstellung 



der R ahmenkonstruktion aus Abb. 3 mit urn die drei- 
zipfelige Stutzstrukturgefuhrter besiedelter Matrix. 

Beispiel 1 

Herstellung von klappentragenden Conduit-(Rohren) 
Tragern 

[0051] Zum Herstellen des klappentragenden Con- 
duit-Tragers wird ein nicht-gewebtes Polyglykolsau- 
repolymer (Fiberdurchmesser: 12-15. p. m, Polymer- 
dichte: 70 mg/ml, Albany International Research, 
Mansfield MA, USA.) verwendet. Das Polymer wird in 
der Art zugeschnitten, dass es eine Rohre m it 19 m 
m Durchmesser bildet. In diesen Conduit werden 3 
dreieckige Segel eingefugt. Dieser Trager kann zum 
Herstellen von 3-segeligen Klappen, d. h. Pulmonal-, 
Aorten- und Tricuspidalklappen verwendet werden. 
Fur Mitralklappen werden 2 Segel eingefugt. 

Beispiel 2 

Herstellung einer dreisegeligen von einer Rahmen- 
konstruktion stabilisierten Herzklappenprothese 

[0052] Ein dreisegeliger klappentragender Condi- 
ut-Trager wird sterilisiert und in Medium (DM EM, 
GIBCO BRL-Life Technologies) fur 24 Stunden ein- 
gelegt, urn die Polymeroberflache einzuweichen. Da- 
raufhin wird der klappenformige Trager pro Quadrat- 
zentimeter Oberflache mit 4 Mio. Fibroblasten alle 90 
Minuten insgesamt 6 mal besiedelt. Weiterhin wird 
der besiedelte Trager fur 2 Wochen inkubiert (5% 
C0 2 , 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit). Das Medium wird 
alle 4 Tage unter sterilen Bedingungen gewechselt. N 
Anschliefiend werden Endothelzellen auf den besie- 
delten klappenformigen Trager aufgebracht (3-4 Mio. 
Endothelzellen pro Quadratzentimeter Oberflache, 6 
Besiedlungen alle 90 Minuten). Nach weiteren 2 Wo- 
chen wird das entstandene Gewebe uber eine vorbe- 
reitete biologisch kompatible Rahmenkonstruktion 
gestulpt und mit der Rahmenkonstruktion durch eine 
Naht fest verbunden. Anschliefiend wird die gesamte 
Konstruktion in die Flusskammer des Bioreaktors un- 
ter sterilen Kautelen eingebracht und hier in Durch- 
flussposition installiert. Der Bioreaktor wird nun mit 
Medium gefiillt und in den Zellinkubator gestellt. 
Nachdem uber den Druckluftschlauch die Konnektion 
zur aufierhalb des Inkubators stehenden Pumpe her- 
gestellt wurde, wird mit minimalen pulsatilen Flussen 
begonnen (50 ml/min). In 2-Tages-Schritten wird die 
Flussrate und Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min 
(Puis 10), 300 ml (Puis 25), 700 ml (Puis 35), 1000 ml 
(Puis 60) fur insgesamt weiter 4 Tage. Anschliessend 
(nach 14 Tagen) wird das nun gebildete Gewebe un- 
ter sterilen Bedingungen entnommen und zur bioche- 
mischen, histologischen und mechanischen Analyse 
asserviert. 
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Beispie! 3 

Herstellung von dreisegeligen von einer mehrzipfeli- 
gen Rahmenkonstaiktion.stabilisierten herzklappen- 
formigen Tragern 

[0053] Zur Herstellung des herzklappenformigen 
Tragers wird 1-2 mm dickes, nicht gewebtes Ko-Po- 
lymer aus Polyglycolsaure (PGA) und Polyhydroxyal- 
kanoat (PHA) (Fiberdurchmesser 12-15 pm, Poly- 
merdichte 70 mg/ml) verwendet und so zugeschnit- 
ten, dass ein 3,5 cm breites und 8,0 cm langes Band 
entsteht. Dieses Band wird an den Endpunkten unter 
Verwendung von resorbierbaren Nahtmaterial ver- 
bunden und zusatzlich an den Oberlappungszonen 
unter Applikation von Hitze (60-70°C) verschweiftt. 
Der nun entstandene Ring wird uber eine dreizipfeli- 
ge Rahmenkonstruktion (Dacron) gestulpt und m it 
dieser mittels Naht und unter Verwendung von Fib- 
rinkleber verbunden. Nachfolgend wurden die einzel- 
nen Herzklappensegel uber das Rahmenkonstrukt 
wiederum unter Applikation von Hitze in die herzklap- 
pentypische, bauchige dreisegelige Form ausge- 
formt. 

Beispiel 4 

Herstellung einer dreisegeligen von einer dreizipfeli- 
gen Rahmenkonstruktion stabilisierten Herzklappen- 
prothese 

[0054] Ein dreisegeliger von einer dreizipfeligen 
Rahmenkonstruktion stabilisierten Trager wird sterili- 
siert und in Medium (DM, EM, GIBCO BRL-Life Tech- 
nologies) fur 24 Stunden eingelegt, urn die Polymero- 
berflache einzuweichen. Darauf hin wird der klappen- 
formige Trager pro Quadratzentimeter Oberflache mit 
4 Mio. Fibroblasten alle 90 Minuten insgesamt 6 mal 
besiedelt. Weiterhin wird der besiedelte Trager fur 2 
Wochen inkubiert (5% C0 2 , 37°C, 95% Luftfeuchtig- 
keit). Das Medium wird alle 4 Tage unter sterilen Be- 
dingungen gewechselt. Anschlieftend werden Endo- 
thelzellen auf den besiedelten klappenformigen Tra- 
ger aufgebracht (3-4 Mio. Endothelzellen pro Qua- 
dratzentimeter Oberflache, & Besiedelungen alle 90 
Minuten). Anschlieftend wir die gesamte Konstrukti- 
on in die Flusskammer des Bioreaktors unter sterilen 
Kautelen eingebracht und hier in Durchflussposition 
instaliiert. Der Bioreaktor wird nun mit Medium gefullt 
und in den Zellinkubatorgestellt. Nachdem uber den 
Druckluftschlauch die Konnektion zur auRerhalb des 
Inkubators stehenden Pumpe hergestellt wurde, wird 
mit minimalen pulsatilen Flussen begonnen (50 
ml/min.). In 2-Tages-Schritten wir die Flussrate und 
Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min. (Puis 10), 300 ml 
(Puis 25, 700 ml (Puis 35), 1000 ml (Puis 60) fur ins- 
gesamt weitere 4 Tage. Anschliessend (nach 14 Ta- 
gen) wird das nun gebildete Gewebe unter sterilen 
Bedingungen entnommen und zur biochemischen, 
histologischen und mechanischen Analyse asser- 



viert. 



Patentanspruche 

1. In vitro-Verfahren zum Herstellen einer homo- 
logen Herzklappe, umfassend die folgenden Schritte: 

- Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers 
(Scaffold), 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer bin- 
degewebigen Matrix, 

- ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit En- 
dothelzellen 

- Befestigen der Matrix auf einer nicht Oder schwer 
abbaubaren Rahmenkonstruktion (Stent), 

wobei die ggfls. mit Endothelzellen besiedelte binde- 
gewebige M atrix vor und/oder nach Befestigung auf 
der Rahmenkonstruktion, in eine pulsatile Flusskam- 
mer eingebracht wird, in der sie steigenden Flussra- 
ten ausgesetzt werden kann, und die Flussrate konti- 
nuierlich oder diskontinuierlich erhoht wird. 

2. In vitro-Verfahren zum Herstellen einer homo- 
logen Herzklappe, umfassend die folgenden Schritte: 

- Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers 
(Scaffold), der mit einer nicht oder schwer abbauba- 
ren Rahmenkonstruktion (Stent) fest verbunden ist, 

- Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung einer bin- 
degewebigen Matrix, 

- ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit 
Endothelzellen 

- Einbringen der Rahmenkonstruktion mit der damit 
verbundenen bindegewebigen Matrix in eine pulsatile 
Flusskammer, in der sie steigenden Flussraten aus- 
gesetzt werden kann, 

- kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhohen 
der Flussrate. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 2 , 
dadurch gekennzeichnet, dass der biologisch abbau- 
bare Trager eine biologisch abbaubare Polymermat- 
rix oder eine azellulare biologische Matrix ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager eine Poly- 
glycolsaure (PGA), Polymilchsaure (PLA), Polyhy- 
droxyalkanoat (PHA), Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB) 
oder eine Mischung aus zwei oder mehreren dieser 
Polymere umfasst. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager eine Poly- 
merdichte von 40 bis 120 mg/cm 3 , bevorzugt 50 bis 
80 mg/cm 3 aufweist. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager ein poro- 
ses Polymer mit einer PorengroRe von 80 bis 240 pm 
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ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Fasern des Tra- 
gers einen Durchmesser von 6 bis 20 pm, bevorzugt 
10 bis 18 pm aufweisen. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Trager ein Binde- 
gewebsgerust einer animalen oder humanen Herz- 
klappe ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8 
dadurch gekennzeichnet, dass der Schrittdes Besie- 
delns mit Fibroblasten und/oder Myofibroblasten 3 
bis 14 mal, bevorzugt 5 bis 10 mal wiederholt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9 P 
dadurch gekennzeichnet, dass pro Quadratzentime- 
ter Trager/Matrix und Besiedelungsschrittca. 10 5 bis 
6 x 10 8 Fibroblasten und/oder Myofibroblasten einge- 
setzt werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

10, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt des 
Besiedelns mit Endothelzellen 3 bis 14 mal, bevor- 
zugt 5 bis 10 mal wiederholt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

11 , dadurch gekennzeichnet, dass pro Quadratzenti- 
meter Trager/Matrix und Besiedelungsschritt ca. 10 5 
bis 5 x 10 8 Endothelzellen eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

12, dadurch gekennzeichnet, dass die Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten und/oder Endothelzellen 
humane Zeilen sind. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

13, dadurch gekennzeichnet, dass die Fibroblasten 
und/oder Myofibroblasten und/oder Endothelzellen 
autologe Zeilen sind. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

14, dadurch gekennzeichnet, dass die Rahmenkons- 
truktion aus einem biokompatiblem nicht abbaubaren 
Material besteht. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

1 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Rahmenkons- 
truktion aus einem biokompatiblem schwer abbauba- 
ren Material besteht. 

17. V erfahren nach einem der Anspruche 1 bis 
16 dadurch gekennzeichnet, dass die Befestigung 
des Tragers auf der Rahmenkonstruktion mittels kon- 
ventionelier Nahttechnik und/oder Fibrinkleber er- 
folgt. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 



17, dadurch gekennzeichnet, dass der pulsatilen 
Flusskammer Flussraten von 5 ml/min bis 8000 
ml/min, bevorzugt 50 bis 2000 ml/min eingestellt wer- 
den. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

18, dadurch gekennzeichnet, dass die Flussrate uber 
einen Zeitraum von 1 Woche bis 12 Wochen gestei- 
gert wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

19, dadurch gekennzeichnet, dass die anfangliche 
Flussrate 50 bis 100 ml/min betragt. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

20, dadurch gekennzeichnet, dass die anfangliche 
Pulsfrequenz 5 bis 10 Pulse/min betragt. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

21, dadurch gekennzeichnet, dass die Flussrate bis 
auf 5000 ml/min gesteigert wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, dass die Pulsfrequenz 
bis auf 180 Pulse/min gesteigert wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 

23, dadurch gekennzeichnet, dass in der pulsatilen 
Flusskammer systemische Drucke von 10 bis 240 
mmHg eingestellt werden. 

25. Autologe Herzklappe, dadurch gekennzeich- 
net, dass sie nach einem Verfahren nach einem der 
Anspruche 1 bis 24 hergestellt wurde. 

26. Autologe Herzklappe mit einer bindegewebi- 
gen inneren Struktur, die von einer Endothelzell- 
schicht umgeben ist, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie auf einer nicht oder langsam abbaubaren Rah- 
menkonstruktion (Stent) befestigt ist. 

27. Autologe Herzklappe nach Anspruch 26, da- 
durch gekennzeichnet, dass in dem bindegewebigen 
Kern eine Kollagendichte von 20 bis 60% gegeben 

ist. 

28. Autologe Herzklappe nach Anspruch 27, da- 
durch gekennzeichnet, dass sie den Stromungsbe- 
dingungen im menschlichen Herzen standhait. 

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zeichnungen 



Abb. 1 
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Abb. 2 
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Figur 3 
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